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1l existe un réel besoin de tests in vitro validés pour identifier
des profils de sensibilisation avec expression clinique d’allergie
afin de diminuer la nécessité de recourir a des tests de provoca-
tion.

Depuis 25 ans, le clonage d’allergénes moléculaires a ouvert
I’eére de I’allergie moléculaire qui a permis d’analyser précisé-
ment le profil de sensibilisation d’un sujet et d’identifier les
allergénes a I'origine d’une maladie allergique. Ainsi, a été
introduit le concept de Component Resolved Diagnostics (CRD)
proposé par R. Valenta [1]. Une grande évolution s’est donc pro-
duite dans le dosage des IgE spécifiques qui s’est traduite par le
développement, a coté des extraits allergéniques « classiques »
mal caractérisés, de réactifs a base d’allergeénes parfaitement
définis sur le plan moléculaire [2].

Dans un premier temps, les tests unitaires utilisant des
allergenes recombinants ou purifiés ont été mis au point. A
titre d’illustration, la société Thermofisher Scientific propose
aujourd’hui une centaine de tests unitaires employant pour sup-
port une capsule de cellulose activée (CAP) sur laquelle est fixé
un allergene moléculaire. La détermination d’un profil de sen-
sibilisation nécessitera parfois la réalisation de nombreux tests
unitaires, ceci parfois méme pour une seule source allergénique
pour laquelle plusieurs allergénes moléculaires seront analysés,
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par exemple Hev b 1, Hev b 3, Hev b 5, Hev b 6 pour le latex ou
Arah 1, Arah 2 et Ara h 3 pour I’arachide.

Il deviendra donc impossible sur un plan pratique chez
un sujet polysensibilisé de tester tous les allergenes molécu-
laires en effectuant de multiples tests unitaires car la réalisation
de toutes ces analyses devient rapidement coliteuse et néces-
site des quantités de sérum importantes, facteur limitant en
pédiatrie.

C’est pourquoi la technologie multiplex (microarray ou
micropuce) a été appliquée a l’allergie pour permettre de
rechercher simultanément les IgE dirigées contre de multiples
allergénes moléculaires. En effet, les avancées des nanotech-
nologies qui seront développées dans cette session ont permis
de déposer de maniere tres reproductible un grand nombre de
protéines (et donc des allergenes protéiques) sur de tres petites
surfaces et en tres faibles quantités (50 a 200 fg par unité de sur-
face). Les difficultés techniques sont nombreuses : problemes de
sensibilité par rapport aux tests unitaires, difficulté d’optimiser
I’immobilisation pour tous les allergenes, reproductibilité de lot
a lot. La société Thermofisher Scientific commercialise depuis
2011 lapuce ISAC (Immuno Solid phase Allergen Chip) qui per-
met larecherche d’IgE spécifiques dirigées contre 112 allergenes
issus de 51 sources allergéniques sur 30 L de sérum. D’autres
techniques multiplex ont été développées spécifiquement dans le
cadre d’études cliniques, comme la puce MeDALL (Mechanism
for the Development of ALLergy) qui comporte 170 allergeénes
[3]. Des puces thématiques par famille d’allergénes sont égale-
ment proposées (puce TLP par exemple).
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Les 2 approches utilisant les tests unitaires ou les tests mul-
tiplex/microarray sont tres différentes :

e sur le plan technique :

o les tests unitaires présentent une meilleure sensibilité du
fait de la fixation beaucoup plus importante d’allergene sur
un support de cellulose (fixation de 1a 2 g d’allergene
comparée a 100 fg sur un microarray), permettent d’obtenir
des résultats quantitatifs adaptés au suivi dans le temps de
la sensibilisation d’un sujet a un allergéne, et sont encore
indispensables quand il est nécessaire d’avoir recours a un
extrait allergénique pour étudier une sensibilisation vis-a-
vis d’une source allergénique dont certains allergenes (en
particulier des allergénes mineurs) ne sont pas identifiés,

o les tests unitaires présentent aussi des limites : s’ils doivent
&tre multipliés, un test par microarray devient tout a fait
justifié, certains allergénes n’existent pas en test unitaire,
mais uniquement sur la puce ISAC comme I’allergéne Ara
h6 de I’arachide, certains allergenes du kiwi (Actd 1, Act
d 2, Actd 5), de I’anisakis Ani s 1, ou de la blatte (Blag g
1,Blag g2, Blagg5);

e sur le plan clinique :

o les tests unitaires ne répondent qu’a la question posée par
I’allergologue qui ne trouvera donc que ce qu’il cherche ;
les résultats fournis par les tests unitaires ne permettent
pas d’ouvrir sur d’autres hypotheses diagnostiques comme
peut le faire ’analyse par une technique multiplex. Il

sensibilisation primaire d’une réaction croisée (intérét
du raisonnement par famille moléculaire), de décou-
vrir des sensibilisations inattendues et donc de recentrer
I’interrogatoire et de revoir la prise en charge,

— pour éliminer une allergie,

— pour des études épidémiologiques.

En résumé, le dernier mot doit rester au clinicien. Une pres-
cription et une exploitation adaptées des tests unitaires et de
leurs résultats lui permettra dans la majorité des situations une
excellente prise en charge d’un patient allergique. Dans les cas
plus complexes, la technologie multiplex lui sera indispensable
pour déterminer la sensibilisation du sujet mais, en cas de néga-
tivité des résultats d’un microarray, il ne pourra pas conclure que
le sujet n’est pas allergique. Dans ces cas difficiles, le dialogue
clinico-biologique prend une importance primordiale.
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